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Resumen La técnica inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI) lleva aplican-
dose con relativo éxito durante cerca de 25 anos. A pesar de los resultados obtenidos, esta esta
lejos de ser totalmente infalible: se acumulan constantemente pacientes que sufren fallos de
fertilizacion o sucesivos fallos de implantacion tras varios ciclos de ICSI. Por ello, en el mercado
han aparecido diferentes sistemas de imagen que permiten perfeccionar estas técnicas.

Sin embargo, hasta el momento, estas nuevas tecnologias no han gozado de demasiado éxito.
El sistema PolScope (también denominado oosight) permite observar las estructuras internas
del ovocito durante los procesos de microinyeccion. Su aplicacion permitiria observar el huso
meidtico, evitando que sea danado durante el progreso de la técnica, pero tiene escaso sentido
a la hora de evaluar el gameto. Por otro lado, el sistema intracytoplasmic morphologically
selected sperm injection (IMSI) esta bastante mas desarrollado, pero el tiempo que requiere
su manejo, unido a los escasos éxitos obtenidos en su aplicacion sobre la poblacion general, ha
supuesto un evidente desinterés por parte de los laboratorios de reproduccion.

En el presente trabajo se ha realizado un analisis exhaustivo de estas técnicas de imagen y de
los resultados obtenidos en los diferentes articulos publicados. El resultado de dicha busqueda
ha revelado que, si bien el uso del sistema motile-sperm organelle morphology examination
(MSOME) durante los procesos de microinyeccion no supone una mejora clara de los resulta-
dos en la poblacion general, determinados grupos de pacientes con alteraciones espermaticas
(teratozoospermia) o con sucesivos fallos de ICSI previos, si que pueden verse altamente bene-
ficiados de su aplicacion. Segln las conclusiones desprendidas del presente trabajo, a estos
pacientes se les puede, por tanto, ofrecer estas técnicas como alternativa a otros métodos
menos accesibles, como por ejemplo la donacion de gametos, con cierta garantia de éxito.
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A retrospective look at the influence of different imaging systems on ICSI results

Abstract The intracytoplasmic sperm injection (ICSI) technique has being implemented with
relative success for almost 25 years. Despite the results, it is far from being completely infa-
llible, with an increasing number of patients suffering successive fertilisation or implantation
failures after several cycles of ICSI. For this reason, different imaging systems have appeared
in the last few years that may help to improve these techniques.

However, these new technologies have not been very successful. The PolScope system (also
called oosight) enables most of the internal structures of the egg to be observed during the
process of microinjection. Also, with this system the meiotic spindle can be observed, preven-
ting it from being damaged during the progress, although it is not of much use when assessing
the gamete. On the other hand, the intracytoplasmic morphologically selected sperm injection
(IMSI) system is perhaps much more developed, but the time required to manage this technique,
together with the few number of successful cycles obtained in its application in the general
population, has led to an apparent lack of interest by reproduction laboratories.

In this paper, a thorough analysis has been made of these imaging techniques and the results
obtained in various published articles. The result of this search has revealed that, although the
use of the motile-sperm organelle morphology examination (MSOME) system during the process
of microinjection does not show a clear improvement in results when applied in the general
population, certain groups of patients with sperm abnormalities (teratozoospermia), or with
successive previous failures of ICSI may benefit highly from its application. According to the
findings observed in this study, it is possible to offer to these patients some of the techniques
described as an alternative to other less accessible methods, such as gamete donation, with
some guarantee of success.
© 2016 Asociacion para el Estudio de la Biologia de la Reproduccion y Sociedad Espafiola de
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Introduccion

El desarrollo de la inyeccion intracitoplasmatica de esper-
matozoides (ICSI) en los anos 90 del pasado siglo (Palermo
et al., 1992) supuso una revolucion en las técnicas de repro-
duccion asistida. Gracias a ella, con tan solo un Unico
espermatozoide podemos proceder a fecundar un ovocito,
con grandes posibilidades de obtener un embrion, que
finalmente curse en embarazo. Sin embargo, el uso de
estas técnicas también implica una reduccion en la capa-
cidad natural de los gametos de autoseleccionarse, con
lo que la responsabilidad de dicho acto pasa al embri6-
logo. En este punto, es critico realizar correctamente dicha
discriminacion, de forma que una mala seleccion puede
echar por tierra la mayoria de las opciones de obtener un
embrion evolutivo. A pesar de ello, en la practica habitual
suele trabajarse a relativamente pocos aumentos (apenas
400x), concediendo, tal vez, mayor importancia a reali-
zar el proceso en el menor tiempo posible que a efectuar
una seleccion de los gametos altamente minuciosa. No obs-
tante, aln se considera que hay margen de mejora, y, por
ello, en los ultimos afos se han desarrollado nuevos siste-
mas de imagen con el objetivo de mejorar la calidad de
nuestros embriones, y, con ello, perfeccionar estos pro-
cesos. Algunos de los sistemas desarrollados incluirian: el
sistema PolScope (también denominado oosight), centrado
en la evaluacion del gameto femenino; el Zech-selector, con
el que se pretende seleccionar espermatozoides con mayor
movilidad y menor grado de fragmentacion en su ADN; o el
motile sperm organelle morphology examination (MSOME),

disefiado en principio para la evaluacion del gameto mascu-
lino y que ha derivado, posteriormente, hacia su aplicacion
dentro de la técnica de inyeccion intracitoplasmatica (ICSI),
tomando el nombre de Intracytoplasmic Morphologically-
selected Sperm Injection (IMSI).

El objetivo del presente trabajo es evaluar la convenien-
cia de la aplicacion de las nuevas tecnologias de imagen,
sobre todo, en los momentos previos y durante la aplicacion
de la técnica de ICSI. Tomando como base una exhaustiva
busqueda bibliografica, baremaremos los pros y los contras
del empleo de estas técnicas, con el animo de establecer,
en primer lugar, si es posible estandarizar su uso a todos
los pacientes. Si el resultado no fuera positivo, es decir,
si los estudios realizados no consideraran que puede haber
una mejora sustancial en su uso generalizado, pasaremos
a valorar si algun grupo de pacientes particular podria
beneficiarse preferentemente de su aplicacion.

Material y métodos

Para el presente trabajo se ha realizado una revision de la
bibliografia mas relevante acerca del estudio y desarrollo,
asi como de los resultados obtenidos durante la aplicacion
de las técnicas de imagen durante la ICSI. Principalmente se
ha estudiado el sistema MSOME, la técnica IMSI y el PolScope.
La base de datos utilizada ha sido el PubMed. La bUs-
queda de bibliografia se ha acotado al periodo comprendido
entre 2006 y 2015 con los términos «MSOME», «IMSl», «Zech-
selector», «Oosight», «Polscope», «<human sperm vacuoles»
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y «high magnification, sperm», asi como un estudio de los
trabajos previos referidos por estos. Todos los articulos con-
sultados estan reflejados en el apartado de bibliografia. Solo
se consideraron los trabajos publicados en inglés, los cua-
les fueron seleccionados, analizados y relacionados con la
intencion de obtener una vision global de las posibilidades de
las técnicas consultadas. Ademas, se examinan, comparan y
discuten las metodologias de estudio y los resultados.

Resultados
Técnicas para la evaluacién ovocitaria

Empezaremos hablando de los sistemas de imagen disefados
especificamente para evaluar la calidad ovocitaria. El sis-
tema denominado PolScope (o microscopio de polarizacion,
también conocido comercialmente como oosight) permite
evaluar el estado del propio gameto, incluyendo la presencia
(o no) de un huso meidtico intacto y en su posicion apro-
piada, o de una zona pellcida del grosor adecuado (fig. 1);
factores que, si se tienen en cuenta durante el proceso de
ICSI, podrian aumentar enormemente el nimero de embrio-
nes con aspecto favorable e, incluso, mejorar hasta 8 veces
las tasas de embarazo (Cohen et al., 2004; Shen et al., 2005;
Son y Tan, 2010; Wang et al., 2001; Zeng et al., 2007).

El oosight permite observar mediante luz polarizada las
estructuras internas del ovocito. Si bien las posibilidades
de eleccion del ovocito adecuado son mucho mas limitadas
que en la seleccion espermatica, en determinados casos si
es posible evaluar la conveniencia del uso de un determi-
nado ovocito o no. Muchos trabajos publicados hacen uso de
esta técnica para evaluar diferentes procesos considerados
agresivos, pero realizados con frecuencia durante la prac-
tica clinica. Por ejemplo, en ovocitos que habian sufrido
un proceso previo de congelacion lenta se observd como,
muchos de ellos, presentaban alteraciones en la forma y
disposicion del huso meiotico, si bien en el mismo estudio
se constaté como la mayoria recuperaba su estado normal
en apenas una hora de cultivo tras la descongelacion (Sereni
et al., 2009); de este modo, segun los autores, y en lo que
respectaba al huso, no seria necesario el cultivo de las 3h
que marca la bibliografia (Bianchi et al., 2005; Rienzi et al.,
2004). También se pudo evaluar como ovocitos de raton pro-
cedentes de una estimulacion ovarica mas suave, producida

por el letrozol, un inhibidor de la aromatasa, presentaban
un mejor aspecto interno que aquellos procedentes de esti-
mulaciones con FSH (Ganesh et al., 2010).

Sin embargo, la aplicacion mas Gtil de estos sistemas,
esto es, su uso durante la fecundacion ovocitaria, queda-
ria limitado a la realizacion de lo que se denomina ICSI de
rescate («rescued ICSl»), o a la realizacion de una ICSI en
ovocitos que no fecundaron tras un intento previo de fecun-
dacion in vitro (FIV). Estos gametos tienen, al menos, un
dia de retraso (asincronia en madurez ovocitaria), debido
al intento de FIV realizado previamente. Debido a esto, el
intento de realizar un ICSI con ellos implicaria la generacion
de embriones con alto grado de anomalias cromosomicas,
baja tasa de embarazo o alta probabilidad de formacion
de 3 o mas pronucleos, principalmente por la rotura del
huso, que se encuentra deslocalizado, durante la inyeccion
(fig. 1). En un reciente estudio comprobaron como la aplica-
cion del oosight permitia reducir el dafo al ovocito en este
punto y mejorar significativamente las tasas de fertilizacion
respecto al grupo control (69 vs. 44%), reduciendo la forma-
cion de embriones con nimero anormal de pronlcleos (Moon
et al., 2013).

Técnicas para evaluar el grado de integridad de
ADN espermatico

En cuanto al espermatozoide, una de las caracteristicas que
se ha demostrado mas critica a la hora de seleccionar el
gameto adecuado durante el proceso de ICSI es poder medir
la integridad de su ADN. Sin embargo, las técnicas mas usa-
das en la actualidad para evaluar el nivel de fragmentacion
en el ADN espermatico implican la destruccion del propio
espermatozoide (sistemas basados en la sperm chromatin
dispersion); con lo que la Unica alternativa que podemos
ofrecer en el laboratorio es la obtencion de un capacitado
enriquecido con espermatozoides con el ADN intacto, sin
poder asegurar que el gameto que finalmente seleccione-
mos sea el adecuado o no. En este punto entra en juego una
novedosa técnica denominada «Zech-selector», una camara
que permite la seleccion espermatica sin aplicar estrés por
centrifugacion, simplemente con su desplazamiento por una
superficie durante un corto espacio de tiempo.

Un reciente estudio en el que analizaban un subgrupo de
espermatozoides seleccionados mediante esta técnica llegd

Figura 1

Imagenes obtenidas mediante el sistema PolScope (oosight), en las que es posible observar la disposicion del corpusculo

polar (CP), el huso meidtico y el grosor de la zona pelucida. A) Ovocito normal maduro (Son y Tan, 2010). B) Ovocito que presenta
el huso meidtico desplazado (Cheng Hong ©). C) Ovocito sin huso meiético (Zeng et al., 2007).
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Figura 2 A) Resultados del analisis Fourier realizado sobre las cabezas de los espermatozoides en Utsuno et al. (2013). Muestra la
media de cada parametro analizado, junto con la desviacion tipica (DE). Los histogramas muestran la distribucion de la poblacion
respecto a cada parametro, las desviaciones mostradas en negro serian consideradas formas anormales. B) Correlacion entre el
porcentaje de espermatozoides que muestran movilidad normal, con su fragmentacion en el ADN, y el tiempo de migracion en el
Zech-selector (Seiringer et al., 2013). C) Relacion entre la fragmentacion del ADN y la presencia de vacuolas de pequeno y gran

tamano (Oliveira et al., 2010).

a la conclusion de que aquellos espermatozoides con peor
movilidad eran portadores de anomalias en sus cromoso-
mas, tanto numéricas como estructurales (principalmente
en el X, Yy 18). Dicha técnica, ademas, es eficaz para sepa-
rar espermatozoides con mayor nimero de vacuolas o con
condensacion andmala en su cromatina. De este modo, los
espermatozoides que dispongan de una mejor movilidad pro-
gresiva seran los que, en definitiva, tengan su ADN intacto
y los que finalmente utilicemos a la hora de microinyectar
(Ebner et al., 2003; Seiringer et al., 2013) (fig. 2B).

Factor masculino-sistemas de seleccién

A dia de hoy, la mejor alternativa para aumentar las posi-
bilidades de elegir correctamente el espermatozoide para
inyectar es el uso de otro sistema denominado MSOME
(Bartoov et al., 2002), cuya aplicacion dentro de las

técnicas de microinyeccion se denomina IMSI (Bartoov et al.,
2003). Esta técnica se basa en la observacion de los gametos
mediante un microscopio invertido equipado con un sistema
de micromanipulacion, en el cual se ha acoplado un nove-
doso sistema optico conectado, a su vez, a una camara y
a un sistema digital de imagen. Este sistema permite, en
conjunto, un campo de observacion de 6.600 aumentos.

Sin embargo, el principal problema al obtener tal nivel de
magnificacion es decidir qué debemos evaluar. Ante esto, en
la bibliografia se presentan diferentes criterios morfologicos
para evaluar al espermatozoide en cabeza, acrosoma, pieza
intermedia o cola, y para, de algiin modo, intentar corre-
lacionar los dismorfismos de estas estructuras con una peor
integridad en su ADN (de Almeida Ferreira Braga et al., 2011;
Garolla et al., 2008; Oliveira et al., 2010; Utsuno et al.,
2013). Una dificultad ahadida es la gran cantidad de formas
y tamanos que puede adoptar el esperma humano. Esto com-
plica la definicion de criterios de normalidad, asi como el
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Figura 3

A 'y B) Muestra la vision de un espermatozoide mediante el sistema 6ptico convencional (x400) y mediante el sistema

MSOME (x6.000) (Antinori et al., 2008). C) Muestra diferentes espermatozoides analizados mediante el sistema MSOME: (c1-c2) sin
vacuolas (clase 1); (c3-c4) maximo 2 vacuolas pequenas (clase 11); (c5-c6) mas de 2 vacuolas pequefas o una grande (clase 1); (c7-c8)
varias vacuolas junto anormalidades de forma (clase v). Escala: 5 uwm (Knez et al., 2012).

establecimiento de categorias bien definidas. Criterios mor-
fométricos que relacionan largo, ancho o circunferencia se
pueden aplicar, pero muchas veces no resultan demasiado
adecuados, ya que las proporciones no suelen coincidir entre
diferentes muestras (Oliveira et al., 2010; Utsuno et al.,
2013) (fig. 2A).

En uno de sus trabajos, Oliveira nos demuestra como
durante las técnicas convencionales de seleccion en ICSI,
y usando criterios morfologicos Tygenberg, se produce una
eleccion ficticia de espermatozoides calificados como de
buena calidad (falsos positivos). El uso del MSOME es mucho
mas restrictivo y permite identificar vacuolas y evaluar anor-
malidades en la cromatina que, de otro modo, quedarian
ocultas (Oliveira et al., 2009). Por otro lado, el estudio de
Knez et al. (2012) va un paso mas alla y nos muestra como
la inyeccion de espermatozoides con menos de 2 vacuo-
las pequenas implica la obtencion de embriones de mejor
calidad y con mayores posibilidades de desarrollarse a blas-
tocisto. En cambio, los propios autores ya nos advierten de
que esta seleccion tan exhaustiva solo puede realizarse con
la capacidad de aumentos ofrecida por el MSOME.

Significado biologico de las vacuolas

Como vemos, el uso de la técnica MSOME nos abre un nuevo
mundo en el analisis del gameto masculino. Sin embargo,
en la comunidad cientifica todavia existe cierto desconoci-
miento sobre algunas de las estructuras que encontramos en
los gametos humanos. Una de estas estructuras, cuya pre-
sencia produce cierta controversia, son las vacuolas (Bartoov
et al., 2003, 2001; Berkovitz et al., 2006b; Berkovitz et al.,
2005; Vanderzwalmen et al., 2008) (fig. 3). Tras la introduc-
cion de las técnicas de microscopia electronica en los afos
50 del pasado siglo, se pudo comprobar como la presencia de
vacuolas estaba ampliamente extendida en las muestras de
semen analizadas, y eso llevo a la conclusion de que su exis-
tencia podria ser una caracteristica inherente en el esperma
tanto humano como de otros mamiferos (Chrzanowski, 1966;
Fawcett, 1958; Pedersen, 1969), y que estaban, de algin
modo, relacionadas con los procesos de descondensacion
de la cromatina (Czaker, 1985). Actualmente, sin embargo,
diferentes autores comienzan a considerar que la presencia
de estas estructuras puede ser sintoma de una baja calidad
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espermatica (Bartoov et al., 2003, 2002, 2001; Berkovitz
et al., 2006b; Berkovitz et al., 2005; Janett et al., 2001;
Mundy et al., 1994): son de peor prondstico aquellos esper-
matozoides con un gran nimero de ellas o que presentan,
al menos, una de gran tamano (Knez et al., 2012; Oliveira
et al., 2010; Toshimori, 2009; Vanderzwalmen et al., 2008)
(fig. 3C).

Algunos primeros estudios ya confirmaban la presencia
de una mayor concentracion de espermatozoides con vacuo-
las de gran tamano en individuos subfértiles (Mundy et al.,
1994) o relacionaban la presencia de estas estructuras con
una baja fertilidad, incluso en sementales equinos (Janett
et al., 2001). Mas recientemente, se ha comenzado a rela-
cionar una menor tasa de embarazo en aquellos pacientes
que, tras ser tratados mediante ciclos de ICSI, presentaban
un semen con mayor nimero de espermatozoides afectos
con vacuolas (Bartoov et al., 2003, 2001; Berkovitz et al.,
2006b; Berkovitz et al., 2005; Vanderzwalmen et al., 2008).

Sin embargo, a pesar de estos estudios, la significacion
de estas vacuolas aiin no esta del todo clara. En otro estu-
dio que comparaba la fecundidad de espermatozoides con
vacuolas grandes frente a espermatozoides sin ellas o con
vacuolas pequenas, no fue posible establecer diferencias
en las tasas de fecundidad o desarrollo a blastocisto entre
los grupos analizados, asi como tampoco determinar que
dichas cifras fueran diferentes respecto a las obtenidas
mediante una menos exhaustiva seleccion espermatica
por ICSI convencional (Tanaka et al., 2012). Sin embargo,
muy posiblemente, el resultado de este estudio puede
haberse visto afectado por el limitado nimero de muestras
analizadas. Ademas, otro reciente estudio nos indica que
la presencia de vacuolas no reduce las posibilidades de
fecundidad, considerando esta como la tasa de recién
nacido vivo, y que, en definitiva, su presencia no altera la
calidad del esperma (Fortunato et al., 2015).

Una buena parte de la gran discrepancia existente podria
venir del desconocimiento respecto a estas estructuras.
Algunos autores consideran que las vacuolas son un indicio
de la presencia de daiio en el ADN espermatico, lo cual influi-
ria claramente en su capacidad fecundante (Bartoov et al.,
2002). Estos argumentan dicho origen en que la induccién
artificial de la reaccion acrosémica no altera la presencia
de estas vacuolas, las cuales continGian visibles en el nucleo.
Ademas, con la observacion de espermatozoides en diferen-
tes estadios madurativos, llegan a la conclusion de que estas
tienen su origen durante el proceso de maduracion de los
espermatozoides (Tanaka et al., 2012). Recientemente, una
extensa revision bibliografica, ofrecida por Boitrelle y otros
autores, concluye que estas vacuolas son de origen nuclear
y que estan conectadas con la presencia de fallos en la con-
densacion de la cromatina, y correlacionadas, en algunos
casos, con danos en el ADN presente en el esperma (Boitrelle
et al., 2013).

Sin embargo, otros autores argumentan firmemente que
el origen de las vacuolas es acrosomal. Entre este Gltimo
grupo se encuentran Kacem et al. (2010), los cuales cuestio-
nan que la posicion de dichas vacuolas pueda ser establecida
simplemente con el uso de un sistema MSOME de «tan solo»
6.600 aumentos. Entre los argumentos que exponen se
encuentra el hecho de que, ya en estudios previos, se esta-
blecié que era necesario el uso de microscopia electrénica
para la correcta identificacion de estas estructuras, unos

20.000 aumentos (Zamboni, 1987), ademas de que la micro-
scopia de oOptica presenta limitaciones a la hora de observar
estructuras intracitoplasmaticas. Estos autores consideran
que las vacuolas se localizan mayoritariamente en la region
anterior de la cabeza, relacionadas posicionalmente con el
acrosoma, y que es poco probable que no exista relacion
entre ambas estructuras (Kacem et al., 2010). Ademas,
establecen un sistema para detectar mediante fluorescencia
aquellos espermatozoides que han concluido su reaccion
acrosomica, y comparan espermatozoides entre MSOME y
microscopia electrénica. Con estos instrumentos lanzan la
idea de que aquellos espermatozoides considerados en la
bibliografia como «sin vacuolas» mediante el MSOME son
en realidad espermatozoides que han concluido su reaccion
acrosémica y que estan mejor preparados para llevar a cabo
la fecundacion, y su uso es la razon de que se mejoren las
tasas de fecundacion en estos trabajos (Kacem et al., 2010).

Finalmente, todos estos experimentos no estan libres de
criticas. Neyer et al. consideran que mediante métodos con-
vencionales no es posible observar exactamente el mismo
espermatozoide y que, por tanto, no se puede determinar
si sus vacuolas desaparecen en realidad tras la induccion
de la reaccién acrosémica. Para solventar esto desarrollan
un sistema de microcanales, los cuales permiten observar
los mismos espermatozoides antes y después de ser some-
tidos a diferentes tratamientos (Neyer et al., 2013). Este
novedoso sistema les permite aseverar que el origen de las
vacuolas no puede achacarse a la manipulacion en el labo-
ratorio (por temperatura o por estrés oxidativo), ni que
una completa reaccion acrosomica genere la desaparicion
de las vacuolas. Su conclusion final es que, muy probable-
mente, el origen de las vacuolas pueda establecerse durante
la espermiogénesis, al igual que indica el anterior grupo
de autores (Tanaka et al., 2012); aunque dejan la puerta
abierta a la de tesis de Toshimori, quien considera que no
todas las vacuolas son iguales, y que las vacuolas de mayor
tamano son especialmente negativas para la viabilidad del
embrion. Segln este grupo, es necesario abrir, en primer
término, el debate para definir claramente qué considera-
mos vacuolas «negativas», para, posteriormente, establecer
las implicaciones en la capacidad fecundante de los esper-
matozoides que las poseen (Toshimori, 2009). En la misma
linea encontramos el trabajo de Oliveira et al. (2010), quie-
nes lograron correlacionar la existencia de grandes vacuolas
con una mayor fragmentacion en el ADN espermatico, corre-
lacion esta que es menos clara con las vacuolas de tamaiio
reducido (fig. 2C).

Aplicacién practica de los nuevos sistemas
de imagen

Existe escasa discusion sobre el hecho de que una correcta
seleccion del espermatozoide mejora los resultados durante
los procesos de microinyeccion convencionales (de Vos
et al., 2003; Kahraman et al., 1999; Miller y Smith, 2001);
sin embargo, existe alta controversia sobre el uso de nuevas
tecnologias que permitan la observacion mas minuciosa del
gameto, lo que, a priori, deberia mejorar dicha seleccion.
La principal desventaja que alegan los autores para la
aplicacién de estas técnicas en general, y de la técnica de
IMSI en particular, es la gran cantidad de tiempo que implica
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Tabla 1 Cuadro resumen de los resultados obtenidos en los articulos analizados en el presente trabajo
Publicacion | Criterio seleccion de parejas | Factor masculino | N.° parejas | Resultados
Fallos de ICSI previos
Valor IMSI % | ICSI % | p-valor
Bartoov et al., 2003 Mas de 2 fallos de ICSI previos Si 100 Embarazos 66 30 <0,01
Abortos 9 33 <0,01
Partos 60 20 <0,01
Hazout et al., 2006 Mas de 2 fallos de ICSI previos 125 Embarazos 38 2 <0,01
RNV 18 0 <0,01
Klement et al., 2013 Al menos 1 fallo de ICSI previo Si 449 Embarazos 56 38 0,002
Partos 28 18 0,04
Mauri et al., 2010 Estudio en embriones 331 (embriones) Tasa fertilizacion 70,9 70,4 <0,05
Embriones aptos D+2 57,8 52,2 <0,05
Oliveira et al., 2011 Més de 2 fallos de ICSI previos No 200 Embarazos 26 19 NS
Abortos 15 32 -
RNV 21 12 NS
EL khattabbi et al., 2013 Mas de 2 fallos de ICSI previos Si 220 Embarazos 24 26 NS
RNV 21 22 NS
Alteraciones severas en factor masculino
Valor IMSI % | ICSI % | p-valor
Antinori et al., 2008 Sin seleccion inicial Si 139 Embarazos 30 12 0,02
Abortos 17 38 -
Balaban et al., 2011 Parejas sin fallos de ICSI previos Si 168 Embarazos 54 44 NS
RNV 44 38 NS
Knez et al., 2012 Estudio en embriones Si 1.000 Tasa fertilizacion 60 64 -
(embriones) Embriones a morula 31 13 <0,05
Embriones a blastocisto 21 24 <0,01
De Vos et al., 2013 Parejas sin fallos de ICSI previos Si 340 Embarazos 48 24 <0,05
Embarazos 34 37 NS

su uso (Antinori et al., 2008). Durante el IMSI, por ejemplo,
en primer lugar es necesario aislar el espermatozoide en una
zona alejada del resto, para evaluar después su morfologia
y decidir si es valido o no. Ademas, en el punto de la eva-
luacion encontramos un escollo que durante las técnicas de
ICSI no nos planteamos, y que consiste en elegir qué debe-
mos evaluar. Como indicamos antes, existe un amplio debate
sobre qué elementos se deben evaluar durante las técni-
cas de microinyeccion con microscopios de gran aumento,
y, aun con los avances logrados, no estamos seguros de
qué estructuras debemos considerar anomalas y cuales no.
Como hemos destacado anteriormente, algunos estudios han
pretendido introducir algunas bases para la evaluacion ruti-
naria de la forma de la cabeza durante los procesos de IMSI
(Oliveira et al., 2010; Utsuno et al., 2013).

En cualquier caso, a pesar de las evidentes desventa-
jas, en la bibliografia encontramos diferentes estudios que
intentan evaluar la conveniencia del uso de estas nuevas
técnicas, principalmente durante la seleccidon espermatica
(pueden consultarse algunas revisiones al respecto (Ebner
et al., 2014; Boitrelle et al., 2014; Setti et al., 2013; Souza
Setti et al., 2010). Estos estudios se centran, sobre todo,
en aquellos casos en los que existen sucesivos fallos de
ICSI previos, o bien alteraciones severas en los recuentos
espermaticos (oligoastenoteratozoospermia). También hay
estudios que intentan evaluar la utilidad de estas técnicas
en parejas que no han entrado en ciclos de FIV previos, como
una alternativa en aquellos paises con limitaciones legales
en la generacion de embriones para transferir.

Sin embargo, el uso de IMSI frente a las técnicas ICSI
convencionales resulta para algunos autores beneficiosa,
mientras que para otros no supone una ventaja clara (El
Khattabi et al., 2013; Mauri et al., 2010; Oliveira et al.,
2010), aunque estos trabajos presentan algunas discre-
pancias estadisticas (Tabla 1). Por ejemplo, El Khattabi
considera que se mejoran algo los resultados sobre pacientes
afectados por teratozoospermia, pero no en la poblacion

general (El Khattabi et al., 2013). Mauri, en cambio, solo
considera que existe un similar desarrollo de embriones
obtenidos mediante ambas técnicas hasta dia +2, sin ana-
lizar los desarrollos posteriores (Mauri et al., 2010). Esto
supone una clara limitacion para el trabajo, ya que actual-
mente se considera que el desarrollo embrionario durante
los primeros dias se encuentra guiado principalmente por el
material genético contenido en el ovocito, sin que afecte
el supuesto ADN danado del espermatozoide (Berger et al.,
2011; de Almeida Ferreira Braga et al., 2011; Tesarik, 2005),
lo que explica que embriones de estadio de 4-8 células
afectados con graves alteraciones cromosomicas tengan un
aspecto morfologico normal.

Los primeros estudios en los que se planteaba el uso de
la tecnologia MSOME durante los procesos de microinyeccion
(IMSI), se centraban en su aplicacion en parejas que habian
sufrido mas de 2 fallos de ICSI (Bartoov et al., 2003; Hazout
et al., 2006). Estas parejas son consideradas como de muy
mal prondstico, ya que tras 2 fallos de ICSI las posibilidades
de que logren concebir en un siguiente intento son extre-
madamente bajas (Stolwijk et al., 2000) y son, en muchos
casos, derivadas a ciclos de ovodonacion. Sin embargo, en
ambos estudios, los resultados fueron altamente satisfac-
torios, con duplicacion de las tasas de embarazo frente a
la técnica de ICSI convencional (30 vs. 66%) (Bartoov et al.,
2003), o con mejora clara del pronodstico de estas parejas con
unas tasas de recién nacidos vivos de alrededor del 18% (vs.
0% en el fallo de ICSI previo) (Hazout et al., 2006) (Tabla 1).
Ambos estudios son bastantes concluyentes, si bien estaba-
mos ante parejas con escasas posibilidades de éxito a priori,
ante lo cual cualquier ayuda en sus ciclos, aunque tan solo
fuera un aumento en los tiempos de seleccion del gameto
adecuado, podria resultar positivo. De hecho, en el primer
trabajo nos encontramos con que el grupo al que se le aplicd
ICSI convencional logré un sorprendente 30% en la tasa de
embarazo (Bartoov et al., 2003), un porcentaje bastante
alto para ser parejas con mas de 2 fallos de ICSI previos. Los
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autores achacan este resultado a un diagnéstico incompleto,
y tal vez pesimista, de las parejas masculinas introducidas
en el estudio; aunque también podria ser achacable a un
mayor cuidado en la seleccion espermatica al estar siendo
esta evaluada a través de un estudio cientifico. Adicional-
mente, Oliveira presento un estudio en el que detectd que
la aplicacion de IMSI en este tipo de parejas permitia obte-
ner unas tasas de embarazo mayores y unas tasas de abortos
menores (Oliveira et al., 2011); sin embargo, debido al bajo
numero de parejas analizadas, los resultados no pudieron
considerarse significativos (Tabla 1).

A estos estudios podemos sumar el trabajo mas reciente
de Klement et al., en el que observan claramente una
mejora en las tasas de embarazos mediante el uso del IMSI
en parejas incluso con tan solo un fallo de ICSI previo; sin
embargo, en sus estudios también observan que el pronds-
tico para aquellas parejas que no consiguen embarazo tras
aplicarles IMSI resulta extremadamente negativo (Klement
et al., 2013) (Tabla 1).

No obstante, las parejas que mas se podrian beneficiar
de estas técnicas son aquellas afectadas por alteraciones
severas en el factor masculino. En una situacion con un
limitado niUmero de espermatozoides, o con una alta inci-
dencia de malformaciones en estos, una mejor seleccion
espermatica puede suponer una evidente ventajay, a priori,
una mejora en los resultados. Antinori et al. realizaron
un amplio estudio en el que compararon los resultados de
aplicar estas técnicas en grupos de pacientes afectados por
oligoastenoteratozoospermia, en un principio sin tener en
cuenta el nimero de fallos de ICSI previos y posteriormente
considerando tan solo aquellos que habian presentado mas
de 2 fallos previos de ICSI (Antinori et al., 2008). En primer
lugar, realizaron un estudio piloto para evaluar cual era
el nimero minimo de parejas que debian analizar para
obtener unas cifras estadisticamente significativas.

Realizaron, por tanto, el estudio con un total de 446
parejas, afectadas por factor masculino (oligoastenotera-
tozoospermia) exclusivamente, con al menos 3 ahos de
esterilidad y con parejas femeninas de menos de 35 anos.
Posteriormente, dividieron las parejas en 2 grupos, y apli-
caron a uno de ellos ICSI y al otro IMSI. De este modo,
observaron un ligero aumento en las tasas de embarazo en
aquellas parejas a las que se aplicé la técnica IMSI frente
a las que se realizo ICSI convencional. Ademas, constataron
un incremento en las tasas de embarazo e implantacion en
todos los subgrupos de IMSI, pero especialmente en aquellas
parejas que habian tenido 2 o mas fallos de ICSI, en concor-
dancia con otros estudios anteriores (Bartoov et al., 2003;
Berkovitz et al., 2006a; Berkovitz et al., 2006b; Berkovitz
et al., 2005; Hazout et al., 2006) (Tabla 1). Sin embargo, en
este trabajo tan solo se microinyectan 3 ovocitos por pareja,
debido a que el nUmero de embriones maximo que se pue-
den obtener en cada ciclo se encontraba restringido por la
ley italiana. Si bien es cierto que en todo estudio cienti-
fico se deben instaurar unas reglas previas, que incluyen el
establecer un mismo nimero de ovocitos fecundados para
cada una de las parejas del estudio, el limitado nimero de
embriones obtenidos por dicha restriccion pudo reducir cla-
ramente las posibilidades de transferencia de embriones de
buen aspecto y, con ello, generar un sesgo negativo en los
resultados de ICSI mostrados. Esto que, en definitiva, podria
ser un lastre para el estudio, no le resta utilidad en esce-

narios legales restrictivos similares a los planteados, pero
resulta incierto en situaciones como la espanola donde la
obtencién de embriones no se encuentra limitada. En nues-
tro pais, la posibilidad de seleccionar entre mayor nimero
de embriones tal vez podria haber mejorado las tasas de
embarazo-implantacién de las parejas tratadas mediante
ICSI convencional, igualandolas, al menos en parte, a las
obtenidas por las parejas sometidas al IMSI.

Por otro lado, los mismos autores plantean que las
diferencias entre la aplicacion de ambas técnicas no fueron
estadisticamente significativas teniendo en cuenta tan solo
a las parejas sin fallos previos de ICSI, posiblemente por el
bajo nimero de casos analizados. En este sentido, puede ser
Gtil el estudio planteado por Balaban et al. (2011), en el que
intentan analizar si el uso de IMSI puede ayudar a pacientes
que generalmente acuden a técnicas de FIV, es decir, si
resultaria Gtil la aplicacion de esta técnica en sustitucion
directa de la ICSI convencional, un escenario similar al plan-
teado con las parejas sin fallos previos de ICSI del estudio
de Antinori. Comenzaron el estudio con 181 pacientes, divi-
didos directamente en 2 grupos (uno para ICSI y otro para
IMSI), sin plantearse si habian sufrido fallos previos ni el
tipo de dolencias que padecian (factor femenino, masculino
o mixto). Posteriormente, durante el analisis estadistico, si
consideraron que aproximadamente la mitad de las parejas
a las que se les aplicod cada técnica sufrian alteraciones del
factor masculino y que, en definitiva, eran estas las mas
beneficiadas por el uso de IMSI. Respecto a las parejas con
otras dolencias, las tasas de implantacion-embarazo fueron
algo mayores en el grupo de IMSI, si bien las diferencias
no pudieron considerarse estadisticamente significativas
(Tabla 1); un resultado similar al obtenido mas reciente-
mente por de Vos et al. (2013), que aseveran que el IMSI
no deberia aplicarse de rutina en parejas sin fallos previos.
Todas estas conclusiones hacen plantearnos la conveniencia
de emplear IMSI como técnica de rutina, si bien, si que
podria ser de utilidad en casos de alteraciones severas del
factor masculino. En estos casos la inyeccion de ovocitos
con espermatozoides alterados puede llevarnos a obtener
un nimero bastante alto de embriones, pero estos, muy
probablemente, tendran una escasa calidad y, al final,
no seran transferidos; sin embargo, la aplicacion de una
seleccion mas exhaustiva con IMSI, aunque mas lenta,
podria generarnos menos embriones, pero de una mayor
calidad y con mas posibilidades de éxito.

Knez et al. (2012) nos plantean un escenario similar,
tomando en cuenta parejas con teratozoospermiay centran-
dose exclusivamente en la evaluacion de un gran nimero
de embriones, alrededor de 1.000. Su estudio fue doble.
Por un lado, compararon las tasas de embriones que llega-
ban a estadio de moérula entre 2 grupos estadisticamente
similares, pero a los que se les aplicaba ICSI o IMSI, respec-
tivamente. En este caso, aunque no observaron diferencias
apreciables en las tasas de fecundacion, si que comprobaron
como aquellos embriones obtenidos por IMSI tenian meno-
res tasas de detencion, sobre todo en estadios tempranos
(Tabla 1). Por otro lado, comprobaron como la seleccion
y posterior inyeccion de espermatozoides de peor calidad
(con mas de 2 pequenas vacuolas o, al menos, una de gran
tamano, ambas con una supuesta peor integridad en el
ADN, fig. 3C) suponia defectos en el desarrollo embriona-
rio, en estadios muy tempranos (a nivel de pronucleos) y en
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el desarrollo de blastocisto. Estos embriones sufrian, ade-
mas, cierto retraso madurativo y mayores tasas de bloqueo
embrionario, lo que podria considerarse una evidencia prac-
tica de que la presencia de grandes vacuolas puede correla-
cionarse con mayor fragmentacion en el ADN. A pesar de que
de Vos et al. (2013) cuantifican la prevalencia de espermato-
zoides con vacuolas en apenas el 27,5% en muestras semina-
les normales, lo que, seglin estos mismos autores, supone
una baja probabilidad de elegir un espermatozoide afec-
tado durante una técnica de ICSI convencional, no es posible
negar que una mejor seleccién espermatica en las técnicas
de microinyeccion es una garantia de éxito y, en este caso, el
uso de una mayor magnificacion permite observar la presen-
cia de anomalias, principalmente vacuolas, que en técnicas
de ICSI convencionales son imposibles de detectar.

Discusioén

Las técnicas de inyeccion citoplasmatica de espermatozoi-
des hicieron su aparicion hace apenas 25 anos: fueron desde
un principio una revolucion en los tratamientos de repro-
duccion asistida (Palermo et al., 1992). Desarrolladas en sus
inicios como una técnica para tratar problemas de obstruc-
cion en las trompas, actualmente se consideran la primera
opcion cuando una pareja es derivada hacia un ciclo de FIV,
gracias a sus altas posibilidades de éxito (Palermo et al.,
2000). Sin embargo, estas técnicas se encuentran lejos de
ser infalibles, lo que deja margen para el estudio y aplica-
cion de nuevas tecnologias de imagen en su despliegue.

En el presente trabajo hemos realizado una exhaus-
tiva recopilacion bibliografica que nos permite evaluar las
posibilidades que nos brindan estas nuevas tecnologias. Evi-
dentemente, como toda nueva técnica tiene sus pros y sus
contras, y dificilmente se puede encontrar una tecnologia
que sea aplicable por igual a todas las parejas.

El sistema oosight podria tener un gran potencial durante
el desarrollo del ICSI. Tener la capacidad de observar el
estado madurativo del ovocito y localizar perfectamente
sus estructuras internas (sobre todo el huso meiotico) puede
suponer una ventaja a la hora de obtener un embrion viable
(fig. 1). Sin embargo, su aplicacién practica estaria limitada
a evitar dafar el ovocito durante el desarrollo de la técnica,
en aquellos casos en los que el huso puede encontrarse des-
plazado de su posicién normal (junto al primer corpusculo
polar), como puede ser en ovocitos procedentes de ciclos de
congelacion-descongelacion, en determinados protocolos
de estimulacion o en mujeres de edad avanzada (Ganesh
et al., 2010; Sereni et al., 2009). Esto es asi ya que la
seleccion de ovocitos no tiene demasiado sentido, dado
que su numero durante los ciclos de TRA suele ser bastante
limitado.

Por otro lado, el desarrollo del IMSI supone, a priori, un
buen avance dentro de la FIV. Con la técnica ICSI se trabaja a
una magnificacion relativamente baja, la cual es muy prac-
tica para la manipulacion de los gametos, pero que resulta
claramente insuficiente a la hora de realizar una seleccion
exhaustiva de los espermatozoides validos para la inyeccion.
A estos aumentos, la mayoria de las estructuras subcelulares
permanecen ocultas (fig. 3), realizandose, la mayoria de
veces, una seleccion minima, basada exclusivamente en que
el espermatozoide conserva una movilidad correcta o en que

tiene un aspecto relativamente normal. Sin embargo, con la
capacidad de aumento del sistema MSOME (Bartoov et al.,
2003), si que es posible observar las estructuras celulares,
principalmente vacuolas, lo que a priori deberia mejorar la
capacidad de seleccion, e incluso detectar anormalidades
que de otro modo quedarian ocultas (Oliveira et al., 2009).

Pero tanta capacidad de aumentos ;resulta practica? En
principio parece que no: el trabajo con estos aumentos
supone una minuciosa seleccion de los espermatozoides y su
aislamiento individual, lo que implica consumir demasiado
tiempo en el proceso. A continuacion, se microinyectan de
un modo similar a la técnica de ICSI convencional, pero, en
cualquier caso, la aplicacion del IMSI puede retrasar el tra-
bajo rutinario del laboratorio y, con ello, puede surgir la
necesidad de adquirir un segundo equipo de microinyeccion
0 un mayor gasto en personal.

Esta inversion deshabilita el uso del IMSI de manera ruti-
naria, y limita su aplicacion a algunas parejas concretas,
como aquellas afectadas por deficiencias severas en el fac-
tor masculino (Balaban et al., 2011). En estos casos, se
podrian estar seleccionando espermatozoides con anormali-
dades ocultas, y esta eleccion deficiente de gametos para la
inyeccién podria llevarnos a obtener una cohorte de embrio-
nes de baja calidad, lo que en definitiva podria generar un
fallo de implantacion. Tal vez, en estos casos, seria prefe-
rible alargar sensiblemente el proceso, con la obtencion de
un numero algo mas limitado de embriones, pero de visible-
mente mejor calidad (Knez et al., 2012).

Por otro lado, podriamos considerar que el manteni-
miento de embriones no supone gasto, pero esto no es del
todo cierto. Mantener embriones que finalmente no van a
prosperar o que tienen pocas posibilidades de hacerlo puede
suponer bastantes miles de euros de pérdidas a lo largo del
ano, en incubadores, medios de cultivo, etc. Debemos, por
tanto, poner en una balanza si queremos invertir mas tiempo
en la seleccion espermatica y en personal, o si elegimos
obtener y cuidar el maximo de embriones posible para poste-
riormente seleccionarlos. Esto solo podemos plantearnoslo
en paises donde la ley de reproduccion asistida es suficien-
temente permisiva. En paises donde el nimero maximo de
embriones que se pueden obtener por ciclo y paciente esta
estrictamente limitado, la nueva tecnologia de IMSI cobra
mas sentido.

En otro escenario se encuentran parejas que ya han
sufrido sucesivos fallos de ICSI. Las razones de estos fallos
pueden ser varias, aunque un gran nimero de ellos se debe a
la presencia de una baja calidad espermatica (una combina-
cion de espermatozoides con formas andémalas o alto grado
de fragmentacion en su ADN, con la presencia de vacuolas),
unido muchas veces a la obtencion de un bajo numero de
ovocitos en estado madurativo 6ptimo. A priori, muchos de
estos problemas podrian solucionarse con el uso del oosight,
o0 con una seleccion de espermatozoides mas exhaustiva, con
deteccion de la presencia de vacuolas o formas sutilmente
anomalas, sobre todo en la cabeza (Bartoov et al., 2003;
Berkovitz et al., 2006a; Berkovitz et al., 2006b; Berkovitz
et al., 2005; Hazout et al., 2006; Klement et al., 2013).

En conclusion, las nuevas tecnologias aplicadas a las TRA
deben ser evaluadas con cautela. Los escasos trabajos clini-
cos encontrados en los que aplican el PolScope sobre grupos
de pacientes hacen pensar que el principal sentido practico
del oosight se limita a evitar el dano al ovocito. Por otro
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lado, segln los estudios realizados, el avance de la técnica
de IMSI es capaz de mejorar los resultados en TRA, si bien,
su mayor potencial se alcanza Unicamente en algunos casos
en los que una mejor seleccion espermatica resulta crucial.
Y es en estas situaciones, que se escapan de la norma, en
las que cualquier ayuda extra puede ser positiva. Asi, esta-
mos de acuerdo con otros autores que abogan por presentar
el IMSI a pacientes que ya hayan sufrido al menos 2 fallos
de ICSI, o que posean un alto porcentaje de fragmentacion
de ADN espermatico, pero nunca establecerlo como rutina
(Ebner et al., 2014).

Otro asunto es el hecho de si estamos seleccionando
correctamente los gametos durante estos procesos. A pesar
de todos nuestros esfuerzos, aln nos queda muchisimo por
aprender acerca de nuestro proceso reproductivo: no sabe-
mos a ciencia cierta qué significacion biologica tiene la
presencia de vacuolas en nuestro esperma, o cual es el limite
funcional en una forma anémala de un espermatozoide, o
por qué se producen desplazamientos del huso meiotico en
el ovocito frente a determinados procesos. El despejar estos
interrogantes puede resultar secundario en la aplicacion dia-
ria de la técnica ICSI, cuando simplemente priorizamos los
resultados, pero puede ser crucial en determinados casos
aislados, como en parejas con fallos recurrentes de ICSI, en
los que existe cierto grado de teratozoospermia oculta bajo
la escasa magnificacion de nuestros instrumentos rutinarios.
Y, por supuesto, el desconocimiento de estos interrogantes
limita enormemente las capacidades de unas técnicas cuyo
éxito se basa justamente en tener estos conceptos total-
mente claros.
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